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Abstrakt
Hematologické metody jsou rozšířenou součástí zoologického výzkumu. Bohužel, mnohé, 
především ekologicky zaměřené studie, trpí určitými metodologickými nedostatky a nepřesnou 
interpretací výsledků. To se týká především metod vyšetření buněčných krevních elementů. V této 
práci jsem se proto rozhodla shrnout základní hematologické metody použitelné v zoologické praxi, 
popsat jejich postupy, výhody i možná úskalí. Zároveň jsem se pokusila upozornit na možnosti aplikace 
některých méně rozšířených hematologických metod s potenciálně významnou interpretační hodnotou. 
V praktické části práce jsem ukázala, že vyšetření diferenciálního počtu imaturních erytrocytů může u 
ptáků sloužit jako pomocný znak indikující zdravotní stav jedince.   
Klíčová slova: hematologie, erytrocyty, leukocyty, trombocyty, hematokrit, hematopoéza, kondice, 
ornamentace, parazit
Abstract
Haematological methods are widely used in zoological researches. Unfortunately, especially in 
ecological studies there is often much imperfection in techniques adopted, and misinterpretation of 
results is also common. This is particularly the case of methods serving to assessment of the peripheral 
blood cellular composition. In this thesis I therefore decided to describe basic haematological methods, 
their mechanisms, advantages and disadvantages. I also highlighted possible application potential in 
several less widely utilised haematological techniques. In the practical part of this thesis I have shown 
that the examination of immature erythrocyte differential count may serve as a meaningful indicator 
of health state in birds.
Key words: haematology, erythrocyte, leukocyte, trombocyte, haematocrit, haematopoiesis, condition, 
ornamentation, parasite  
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Hematologie je oborem biologických věd, který se zabývá studiem krve a krvetvorby (Lawrence 
2008). Krev se skládá ze dvou základních složek, krevních elementů (červené krvinky, bílé krvinky 
a krevní destičky/trombocyty) a krevní plazmy (voda nesoucí solubilní látky). Prostřednictvím krve 
probíhá výměna dýchacích plynů mezi vnějším prostředím a tkáněmi, krev se podílí na udržení stálého 
vnitřního prostředí organismu, krví jsou transportovány hormony, živiny (cukry, tuky, bílkoviny, 
vitamíny, minerály), imunologicky významné látky (cytokiny, chemokiny) i buňky imunitního 
systému, leukocyty.  Krev představuje nenahraditelné medium snad pro všechny fyziologické procesy 
obratlovců a stala se tak předmětem zájmu mnoha zoologických studií. 
V této práci není věnována hlavní pozornost popisným studiím, které se zabývají rozměry, 
počtem a morfologickou strukturou krevních elementů u různých druhů obratlovců. Stanovení těchto 
hodnot není metodologicky obtížné, avšak zjištěné hodnoty jsou obvykle jen velmi těžko zobecnitelné. 
Krev a její složky představují totiž vysoce variabilní systém, který je ovlivňován fyziologickým 
stavem každého jedince, pohlavím, věkem a nesčetným množstvím environmentálních faktorů, takže 
se zjištěné hodnoty mohou lišit nejen na mezidruhové úrovni, ale i mezi různými populacemi téhož 
druhu či dokonce jedinci jedné populace. Přesto jsou tyto popisné studie nesmírně důležité, neboť 
představují výchozí body pro další výzkum. Ten se pak zaměřuje na hledání odpovědí na konkrétní 
otázky týkající se vztahu mezi krevními elementy a zdravotním stavem zvířete. Právě tyto studie a 
otázky, které je možné zodpovědět pomocí hematologických metod, zde budou diskutovány. Ačkoliv 
hraje krev velkou roli i v imunologické obranyschopnosti organismu, vzhledem k rozsahu, který má 
tato práce zaujímat, nebylo možné se v ní věnovat podrobně všem aspektům této důležité funkce. To se 
týká zejména popisu krevní plasmy a metod jejího vyšetření, které tedy nebyly do práce zahrnuty.
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II Buněčná složka krve
II.1 Erytrocyty
Nejpočetnější buňky v krevním oběhu obratlovců jsou erytrocyty, červené krvinky (Glomski 
& Tamburlin 1989). U většiny obratlovců se jedná o středně velké buňky, jejichž cytoplasma 
po obarvení podle Romanowského nabývá charakteristické narůžovělé či světle okrové barvy. 
Oválné silně kondenzované jádro se pak barví do temně fialova (Campbell & Ellis 2007). Výjimku 
představují erytrocyty savců, které jádro nemají. Obratlovci nejsou jediní zástupci živočišné říše, v 
jejichž krvi se tyto buňky vyskytují. Erytrocyty lze v menším množství nalézt i u některých druhů 
bezobratlých živočichů (např. Pista pacifica, Urechis caupo, Noetia ponderosa, Phoronis australis, 
Lineus fuscoviridis, Cucumaria miniata a další) (Glomski & Tamburlin 1990). Ačkoliv mají 
erytrocyty obratlovců i bezobratlých shodné základní znaky, podle známých fylogenetických vztahů 
se předpokládá, že k jejich vývoji došlo v evoluci vícekrát nezávisle a jedná se tedy o konvergentní 
struktury (Glomski & Tamburlin 1990). Přes velkou variabilitu ve velikosti, tvaru a intracelulární 
struktuře erytrocytů napříč všemi obratlovčími taxony zůstává jejich hlavní funkcí přenos dýchacích 
plynů (kyslíku a oxidu uhličitého) (Hartman & Lessler 1964). K této funkci jsou erytrocyty 
přizpůsobeny vysokým obsahem kyslík vázajícího proteinu, hemoglobinu (Glomski & Tamburlin 
1989). Velikost povrchu erytrocytu je jedním z rozhodujících faktorů pro množství plynu, které mohou 
tyto buňky přenést. Buňky eliptického tvaru mají větší povrch než sférické buňky o stejném objemu. 
Eliptické buňky mají tedy větší vazebnou kapacitu a umožňují efektivnější přenos plynu (Hartman & 
Lessler 1964). Tomuto pravidlu odpovídají i bezjaderné bikonkávní erytrocyty savců, kterým jejich 
tvar umožňuje nejen efektivní výměnu plynů, ale i vyšší plasticitu při průchodu krevními kapilárami 
(Campbell & Ellis 2007). Především díky nepřítomnosti jádra patří savčí erytrocyty mezi nejmenší 
v obratlovčí říši (Hartman & Lessler 1964). Naopak největší erytrocyty nacházíme u obojživelníků 
(Glomski et al. 1997). Absolutní rekord nese úhořík tříprstý (Amphiuma tridactilum), jehož červené 
krvinky dosahují v důsledku mnohočetné polyploidizace rozměrů 70x40µm (Claver & Quaglia 
2009). Společným znakem jaderných erytrocytů je transkripčně inaktivní jádro obsahující vysoce 
kondenzovaný chromatin a homogenní hemoglobinem zahuštěná cytoplazma (Campbell & Ellis 
2007; Glomski et al. 1992; Glomski et al. 1997). Erytrocyty jednotlivých tříd obratlovců se dále liší 
především svým celkovým počtem v daném organismu a dobou života v krevním oběhu. Doba života 
erytrocytů může souviset s rychlostí metabolismu a způsobu života. Jedny z nejdéle fungujících 
erytrocytů (až 1400 dnů) se nacházejí v periferní krvi obojživelníků (Campbell & Ellis 2007) a plazů 
(Altland & Brace 1962), což může být způsobeno pomalým metabolismem a obdobím hibernace, 
kterým většina zástupců těchto skupin obratlovců prochází (Campbell & Ellis 2007). Naopak krátká 
životnost ptačích erytrocytů (28-48 dnů) (Campbell & Ellis 2007) je pravděpodobně dána rychlým 
metabolismem a fyzickou náročností letu, který klade zvýšené nároky na dostatečné zásobování tkání 
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kyslíkem. Rychlejší metabolismus souvisí s vyšším počtem erytrocytů nejen u ptáků (Bearhop et al. 
1999), ale například i u ryb (Claver & Quaglia 2009). 
Během vývoje erytrocytů je možné u všech obratlovců na základě metody barvení 
podle Romanowského detekovat šest vývojových stadií červených krevních buněk: rubriblast 
(proerythroblast), prorubricyt (bazofilní erytroblast), bazofilní rubricyt (časný polychromatický 
erythroblast), časný polychromatický rubricyt (pozdní polychromatický erytroblast), pozdní 
polychromatický rubricyt (ortochromatický erytroblast), polychromatický erytrocyt a dospělý 
erytrocyt (Lucas & Jamroz 1961). První stadium vývoje červených krvinek představují rubiblasty, 
velké kulaté bazofilní buňky s velkým kulatým jádrem (Campbell & Ellis 2007). V průběhu 
ontogeneze jaderných erytrocytů dochází k postupné kondenzaci jádra, homogenizaci cytoplazmy a 
zvýšené produkci hemoglobinu. U savců dochází k úplné ztrátě jádra. U všech obratlovců je možné 
v periferní krvi zachytit stadium retikulocytů, které představují poslední stádium před dokončením 
vývoje erytrocytů. Retikulocyty mají typický kruh kolem jádra, který je tvořen retikulocytickým 
materiálem. Díky tomuto kruhu je možné tyto buňky identifikovat. Použitím vitálního barvení dojde 
totiž ke zvýraznění retikulárních částic. Během dozrávání buňky se ale tento materiál rozptyluje v 
cytoplazmě a přestává být detekovatelný (Campbell & Ellis 2007). Přítomnost ostatních vývojových 
stadií erytrocytů v periferní krvi se u jednotlivých skupin obratlovců liší. U ryb a paryb můžeme 
v periferní krvi nalézt všechna vývojová stádia včetně mitotických figur (Glomski et al. 1992).  U 
ptáků, plazů a většiny obojživelníků se v periferní krvi nacházejí až polychromatické erytrocyty 
uvolňované do krevního oběhu z krvetvorných orgánů (kostní dřeň, slezina, játra). Tyto imaturní 
erytrocyty se od dospělých liší především méně kondenzovaným polychromatickým jádrem, lehce 
bazofilní cytoplazmou, kulatějším tvarem a často větší velikostí. Také poměrné zastoupení imaturních 
erytrocytů v krvi se u jednotlivých druhů ptáků, plazů a obojživelníků liší (Campbell & Ellis 2007). 
Větší počet imaturních stadií erytrocytů ptáků a plazů se může vyskytovat u zvířat trpících anemií, 
při které dochází k rychlejšímu odbourávání krevních elementů a do krve jsou tak uvolňována 
nedospělá stadia, která mohou tvořit až okolo 10 % z celkového počtu erytrocytů (Claver & Quaglia 
2009; Campbell & Ellis 2007). Příčinou anemie může být ztráta krve vlivem zranění (Campbell & 
Ellis 2007), krevních nebo krev sajících parazitů (Varma & Naseem 2010), poruchy srážlivosti krve 
způsobené toxickými látkami (Yamato et al. 1996), poruchy jater či virové infekce (Rauff et al. 2011). 
Tento mechanismus uvolnění velkého počtu imaturních erytrocytů z hematopoetické tkáně do periferní 
krve umožňuje ptákům a plazům lépe snášet krevní ztráty než například savcům, u kterých se v krvi 
běžně nacházejí pouze dospělé bezjaderné erytrocyty (Campbell & Ellis 2007). Zvýšená hladina 
imaturních erytrocytů je také typická pro mláďata (Campbell & Ellis 2007; Vinkler et al. 2010b); u 
plazů a ptáků tvoří až 38 % všech erytrocytů v periferní krvi (Vinkler et al. 2010b). V krvi savců se 
jaderné imaturní erytrocyty vyskytují jen během prvních 5 dnů života. Jejich zvýšenou koncentraci 
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může způsobit například předčasný porod nebo nedostatečné zásobení plodu kyslíkem (Constantino 
& Cogionis 2000). Prekurzory savčích erytrocytů jsou jaderné buňky, jejichž flexibilita membrány 
se zvyšuje s vývojovým stupněm, ve kterém se buňka nachází. Na rozdíl od dospělých erytrocytů 
nemají tyto buňky ještě schopnost deformace danou extrémní flexibilitou membrán a homogenitou 
přítomného hemoglobinu, což zabraňuje jejich průchodu malými kapilárami z hematopoetické kostní 
dřeně do krevního řečiště (Leblond et al. 1971). Přítomnost jaderných erytrocytů v periferní krvi savců 
je tak ukazatelem poruchy ve struktuře kostní dřeně, která může být způsobena například nádorovým 
onemocněním (Sills & Hadley 1983). Bezjaderné erytrocyty se ovšem vyskytují i mimo vývojovou 
větev savců. Například u většiny ptáků tvoří minoritní složku mezi krevními erytrocyty a nazývají se 
erytroplastidy (Campbell & Ellis 2007). U ryb je výskyt erytroplastidů příznakem specifických typů 
anemie. U mločíka kalifornského (Batrachoseps  attenuatus) se však takovéto bezjaderné erytrocyty 
vyskytují v krvi zdravých zvířat a to s frekvencí až 90-95% (Campbell & Ellis 2007; Glomski et al. 
1997). Malé bezjaderné erytrocyty má také drobná rybka stříbrník Müllerův (Maurolicus muelleri; 
Claver & Quaglia 2009) a u antarktické ryby Chaenocephalus aceratus je krev bezbarvá a neobsahuje 
erytrocyty ani hemoglobin. Nízká teplota vody zvyšuje rozpustnost plynů a umožňuje této poměrně 
velké rybě dýchání povrchem těla (Glomski & Tamburlin 1989).
Bylo zjištěno, že erytrocyty ryb a ptáků mají i další důležitou funkci než jen přenos dýchacích 
plynů. Na svůj povrch mohou totiž nespecificky vázat některé patogenní organismy. Spolu s monocyty 
a makrofágy jsou schopny vytvářet uskupení okolo patogenních organismů tzv. rozety, kde díky 
těsnému kontaktu erytrocytů s makrofágy a monocyty dochází ke zvyšování fagocytické aktivity. 
(Passantino et al. 2007; Passantino et al. 2002).
II.2  Leukocyty 
Leukocyty neboli bílé krvinky patří mezi imunologicky významné krevní elementy obratlovců. 
Do periferní krve jsou dospělá stádia leukocytů uvolňována z kostní dřeně, kde vznikají z 
pluripotentních  hematopoetických kmenových buněk, konkrétně z myeloidního prekurzoru v případě 
eozinofilů, bazofilů, neutrofilů / heterofilů a monocytů nebo z lymfoidního prekurzoru v případě T a 
B lymfocytů a NK buněk. Tyto vývojové větve leukocytů se morfologicky odlišují. Buňky myeloidní 
linie s výjimkou monocytů obsahují polymorfní jádro a v cytoplazmě barvitelná granula, proto bývají 
označovány jako granulocyty či polymorfonukleární buňky. Buňky vznikající z lymfoidní linie 
mají jádro nesegmentované a až na výjimky neobsahují specifická granula a bývají tedy společně s 




Lymfocyty obratlovců jsou si vzájemně velmi podobné a výrazně větší velikostí vynikají 
jen lymfocyty obojživelníků. Obecně mají lymfocyty velké kulaté ve středu nebo lehce acentricky 
umístěné jádro zaujímající velkou část buňky. Jaderný chromatin má často výraznou mřížkovitou 
strukturu. Po diferenciálním barvení světle namodralá cytoplazma neobsahuje ve většině případů 
vakuoly ani granula a představuje díky obrovskému jádru jen malou část buňky. Barva cytoplazmy 
je důležitým charakteristickým znakem při identifikaci malých lymfocytů, které je možné zaměnit s 
trombocyty. Velké lymfocyty nacházející se v krvi ptáků a savců jsou často zaměňovány za monocyty 
kvůli své velikosti, většímu množství cytoplazmy a poměrně světlé barvitelnému jádru (Campbell 
& Ellis 2007; Gao et al. 2007; Lucas & Jamroz 1961). Podle Campbella a Ellise (2007) je možné v 
případě infekce v krvi identifikovat tzv. reaktivní lymfocyty, které se vyvíjí z lymfocytů po stimulaci 
antigenem a mají výrazně strukturované jádro a tmavší cytoplazmu. Zde je však potřeba upozornit, 
že kategorizace lymfocytů v hematologických studiích patrně příliš neodpovídá imunologické funkci 
těchto buněk. Světelná mikroskopie neumožňuje například ani základní rozlišení T a B buněk, natož 
jejich jakoukoliv jemnější funkční specifikaci. K detailnějšímu rozlišení lymfocytů je tedy potřeba 
využít některé imunologické detekční metody, například barvení specifickými protilátkami. 
Monocyty
Monocyty patří mezi největší leukocyty a velikostí jim mohou konkurovat jen velké lymfocyty. 
Od lymfocytů se však liší světlejším jádrem, které může být kulovité až laločnaté a obsahuje méně 
shlukovitý chromatin. Cytoplazma je modrošedá.  Vzhledem k fagocytické aktivitě monocytů mohou 
být přítomny i vakuoly a fagocytovaný materiál. Monocyty mají schopnost migrovat do tkání, kde 
se z nich stávají makrofágy. Svou produkcí aktivních látek napomáhají navození zánětu a usmrcení 
cizorodých organismů (Campbell & Ellis 2007).
U plazů tvoří významnou skupinu tzv. azurofily. Jedná se o monocyty obsahující azurofilní 
granula, která se v malém množství vyskytují i u ptáků a savců. Přítomnost těchto granulí způsobila, 
že někteří autoři řadili azurofily mezi granulocyty, ale cytochemické studie ukázaly, že tyto buňky 
patří mezi monocyty (Campbell & Ellis 2007). Od klasických monocytů se azurofily liší nejen 





Neutrofily savců jsou funkčními ekvivalenty heterofilů u ptáků, plazů, ryb a obojživelníků. 
Neutrofily jsou nejpočetnější leukocyty v periferní krvi savců, na rozdíl od heterofilů ptáků, které 
jsou obvykle až druhé nejpočetnější po lymfocytech. Jinak jsou si neutrofily a heterofily svou 
strukturou a funkcí natolik podobné, že si mohu dovolit v dalším popisu používat jen označení 
heterofily. Charakteristickým znakem heterofilů jsou kyselá cytoplazmatická granula elipsovitého či 
vřetenovitého tvaru. Pomocí barvení podle Romanowského je možné tato granula obarvit, přičemž 
získají cihlově červenou barvu a patří tak mezi důležité identifikační znaky heterofilů od ostatních 
granulocytů. Cytoplazma těchto buněk je bezbarvá nebo lehce narůžovělá. Jádra dospělých heterofilů 
mají 2-3 laloky a barví se více bazofilně než jádra eozinofilů (Campbell & Ellis 2007; Lucas & Jamroz 
1961; Maxwell & Robertson 1998). Čím jsou heterofily starší, tím více laloků jejich jádra obsahují 
(i pět a více). Průměrný počet laloků jader granulocytů udává tzv. Arnethův index. Nízké hodnoty 
Arnethova indexu indikují v těle probíhající zánět, při němž dochází k rychlé migraci granulocytů 
do postižené tkáně, čímž v krvi zůstávají pouze mladé buňky. Naopak vysoký Arnethův index může 
naznačovat deficit kyseliny listové, vitamínu B12 nebo špatnou činnost jater, kdy v krvi cirkulují 
přestárlé buňky (Lucas & Jamroz 1961).  Fagocyticky aktivní heterofily jsou jedny z prvních složek 
imunitního systému, které se podílejí na reakci proti infekci, zánětu či působícímu stresu. Jejich počet 
závisí na fyziologickém stavu jedince a je druhově specifický (Davis et al. 2008). 
Eozinofily
Rovněž eozinofily patří mezi granulocyty. V krvi obratlovců se obvykle vyskytují s relativně 
menší frekvencí (1-3 %) než heterofily/neutrofily (Campbell & Ellis 2007). Není tomu tak však 
například u obojživelníků, u kterých tvoří eozinofily průměrně okolo 32 % z celkového počtu 
bílých krvinek, jak upozorňují ve své studii Davis a Durso (2009). Od heterofilů se eozinofily liší 
po obarvení podle Romanowského tmavším jádrem, namodralou cytoplazmou, která však není často 
téměř viditelná kvůli velkému počtu bezbarvých či narůžovělých cytoplazmatických granul. Jádro v 
typickém případě zaujímá tvar písmene U a obsahuje nejčastěji jeden až dva laloky (Campbell & Ellis 
2007; Lucas & Jamroz 1961; Maxwell 1987). K identifikaci stáří buněk může být použit stejně jako u 
heterofilů Arnethův index (Lucas & Jamroz 1961). Cytoplazmatická granula jsou obvykle ve srovnání 
s heterofily větší a kulatější, ačkoliv u některých druhů mohou být i elipsovitě protáhlá. Tato granula 
obsahují vysokou koncentraci enzymů jako je peroxidáza, kyselé fosfatázy a arylsulfatázy. Přítomnost 
peroxidáz je dalším znakem, kterým se eozinofily liší od heterofilů. Tyto enzymy jsou eozinofily 
využívány při jejich fagocytické aktivitě, která však není natolik efektivní jako je tomu u heterofilů. 
Zvýšené procento eozinofilů v krvi je možné zaznamenat v případě parazitární infekce, především 
larvami helmintů nebo při alergické reakci spojené s degranulací bazofilů (Campbell & Ellis 2007; 
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Maxwell 1987). Ačkoliv byly eozinofily popsány již před 165 lety (viz (Maxwell 1987), zůstává jejich 
funkce v těle obratlovců z velké části nejasná. 
Bazofily
Bazofily patří mezi největší granulocyty. Mají nelaločnaté centricky umístěné jádro, které může 
být ve výjimečných případech rozděleno na dva laloky. Tomu odpovídá Arnethův index 1,01 (Lucas & 
Jamroz 1961). Jaderný chromatin je jen lehce kondenzovaný a často je přítomno jedno až dvě jadérka. 
Po barvení podle Romanowského zůstává cytoplazma bezbarvá a její velkou část zaujímají tmavě 
purpurově se barvící bazofilní granula. Tato granula jsou extrémně solubilní a dojde k jejich okamžitému 
zničení, pokud přijdou během barvení do kontaktu s vodou. Kontrastnějšího obarvení bazofilů je 
dosaženo, pokud při první fázi fixace krevního nátěru není použit metanol (Robertson & Maxwell 
1990). Chemické složení cytoplazmatických granulí je specifické pro jednotlivé třídy obratlovců, 
například ptačí bazofily neobsahují na rozdíl od savčích bazofilů žádnou peroxidázu, ale obsahují 
kyselé fosfatázy (Campbell & Ellis 2007; Lucas & Jamroz 1961; Maxwell & Robertson 1995). Mnoho 
dřívějších studií (z počátku 20. století) zaměňovalo bazofily za mastocyty, žírné buňky, které jsou 
tkáňovým ekvivalentem bazofilů, kvůli jejich podobným morfologickým znakům a barvitelnosti. Oba 
typy těchto buněk mají i další společný znak, kterým je degranulace po histaminovém testu (Maxwell 
& Robertson 1995). Počet bazofilů v periferní krvi je druhově specifický a záleží také na stáří a pohlaví 
jedince, prostředí, stravě a dalších vnějších faktorech (Ewenson et al. 2001). Obecně jsou bazofily 
přítomny ve vyšší frekvenci v krvi ptáků než savců. Zatím zřejmě nejvyšší počet bazofilů byl zjištěn u 
hýla rudého (Carpodacus erythrinus). Bazofily dospělců tohoto druhu tvoří až 65 % z celkového počtu 
leukocytů v periferní krvi (Vinkler et al. 2010b). Běžně tvoří bazofily spolu s eozinofily pouze okolo 
5-15 % z celkového množství leukocytů (Davis 2011).  Vyšší počet bazofilů mají také mláďata ptáků, 
u kterých tvoří bazofily důležitou součást jejich imunologické obrany proti patogenům do doby, než 
dojde k plnému rozvoji mechanismů závislých na lymfocytech (asi do 3. týdne života). S věkem tedy 
počet bazofilů v krvi klesá (Maxwell & Robertson 1995). Bazofily následované heterofily a monocyty 
jsou prvními buňkami, které infiltrují do místa poranění či vznikajícího zánětu. Lze je zde detekovat 
již 30 min po vzniku zánětu a přetrvávají ve tkáni 24-36 hodin (Maxwell & Robertson 1995; Vinkler et 
al. 2010a; Martin et al. 2006). Degranulace bazofilů  (uvolnění histaminu a další vasoaktivních látek) 
během zánětlivého procesu způsobí zvýšení permeability cév, což umožní infiltraci dalších leukocytů 
do místa zánětu (Maxwell & Robertson 1995).
II.3 Trombocyty
Trombocyty, krevní destičky, jsou po erytrocytech druhé nejpočetnější buňky v periferní krvi 
obratlovců (Lucas & Jamroz 1961). Krevní destičky savců vznikají z megakaryocytů umístěných v 
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kostní dřeni. K jejich produkci dochází díky přeskupení cytoplazmy a vzniku jakési panožky tvořené 
extenzivní části cytoplazmy (tzv. proplatelet), která dosahuje skrze spoje endothelia až do cévy, kde do 
krevního řečiště uvolňuje fragmenty, krevní destičky (Semple et al. 2011) . Krevní destičky savců tedy 
nemají žádné jádro a jsou velmi drobné, diskovitého tvaru, který je přesně definován specializovaným 
cytoskeletem. Naopak trombocyty ostatních obratlovců jsou jaderné buňky s nepravidelným okrajem 
vznikající z myeloidního prekurzoru v kostní dřeni (Lucas & Jamroz 1961; Campbell & Ellis 2007). 
Cytoplasma trombocytů je po obarvení bezbarvá nebo lehce šedá a je důležitým poznávacím znakem 
pro jejich odlišení od malých lymfocytů. V cytoplazmě se vyskytují specifická granula, jejichž počet, 
barva, velikost i pozice v buňce je velmi variabilní.  (Campbell & Ellis 2007; Lucas & Jamroz 1961). 
Savčí krevní destičky i trombocyty ryb, obojživelníků, plazů a ptáků mají stejnou funkci. Pohybují 
se spolu s ostatními krevními elementy cévním řečištěm a ve chvíli, kdy dospějí k poškozenému 
místu cévy, prodělají vápníkem řízenou aktivaci. Takto aktivované krevní destičky a trombocyty 
mění tvar vytvořením prstovitých filopodii a pseudopodií. Tato změna vyvolá jejich okamžité 
shlukování, degranulaci specifických granulí, produkci tromboplastinu, polymerizaci fibrinogenu 
a vznik sraženiny, která umožní utěsnit poškození cévy (Campbell & Ellis 2007; Lucas & Jamroz 
1961; Semple et al. 2011). Zároveň aktivované destičky a trombocyty produkují velké množství v 
krevní plasmě rozpustných látek a povrchových molekul, které vedou k úplnému zastavení krvácení. 
Mezi tyto molekuly patří také nejrůznější cytosiny a chemokiny, které jsou prozánětlivé, způsobují 
chemotaktický pohyb leukocytů do místa poškození tkáně a formují tak imunitní odpověď organismu 
(Semple et al. 2011). Lam (1997) ve své studii ukázal, že trombocyty jsou schopné spustit imunitní 
odpověď organismu také potom, co rozpoznají virem nakažené buňky a adherují na ně. Další důležitou 
roli trombocytů v nespecifické imunitní odpovědi prokázali Wiegley et al. (1999). Ve své práci ukázali, 
že trombocyty jsou schopny fagocytózy a podílejí se tak na odstraňování cizorodého materiálu včetně 
bakterií z krve. 
Vyšetření trombocytů v periferní krvi naráží ovšem vzhledem k funkci těchto buněk na určité 
obtíže. Vzhledem k tomu, že po porušení krevní cévy dochází k okamžité aktivaci trombocytů a 
následné změně jejich poměru v krvi, je nezbytné pro vyšetření použít, pokud možno, kapku krve 
odebranou jako první. Lam (1997) ve své studii poukazuje na to, že jakmile trombocyty opustí tělo 
ptáka, tak do tří hodin spustí programovanou buněčnou smrt a umírají i při použití antikoagulačních 
látek. Je však možné, že tento výsledek byl způsoben použitím antikoagulačního činidla heparinu, 
který, jak upozorňuje Campbell a Ellis (2007), není vhodné používat pro práci s krví ptáků. Normální 
životnost ptačích trombocytů je až 5 měsíců, na rozdíl například od životnosti bezjaderných krevních 
destiček člověka, které se v periferní krvi pohybují pouze kolem 8-9 dnů (Semple et al. 2011).
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III Hematologické metody a jejich využití
III.1 Hematokrit 
Nejčastější a snad nejrutinněji prováděnou hematologickou metodou používanou u obratlovců 
je měření hematokritu (v angličtině též packed cell volume; PCV). Jde o procentuální stanovení 
objemu erytrocytů v jednotce krve. Měření spočívá v odběru krve do kapiláry, která je uvnitř potažena 
antikoagulačním činidlem, například heparinem sodným. Po utěsnění jednoho konce kapiláry následuje 
centrifugace, zpravidla při 10 000-12 000g po dobu 5 minut. Po odstředění lze v kapiláře rozlišit tři 
zóny. Svrchní vrstvu tvoří plazma, spodní vrstvu erytrocyty a mezi nimi je možné rozeznat slabý bělavý 
proužek tzv. buffy coat, tj. vrstvu složenou z leukocytů a trombocytů (Campbell & Ellis 2007; Fair et 
al. 2007a; Lucas & Jamroz 1961). Hematokrit je vyjádřen jako poměr sedimentu erytrocytů k celkové 
výšce krevního sloupce. Bylo zjištěno, že souvisí s celou řadou znaků a fyziologických pochodů. 
Nízká hladina hematokritu (anémie) může být například ukazatelem bakteriální infekce, přítomnosti 
krevních či krev sajících parazitů (Dawson & Bortolotti 1997; Carleton 2008), dehydratace, působení 
toxinů (Yamato et al. 1996), nedostatečného příjmu minerálních prvků potravou (Moreno et al. 1998), 
podvýživy (Munoz et al. 2010) nebo přímé ztráty krve například následkem zranění (Campbell & 
Ellis 2007). Interpretace hodnot hematokritu však právě pro velké množství těchto vztahů obvykle 
není zcela jednoznačná. Níže budou zmíněny hlavní faktory asociované s hodnotami hematokritu a 
na vybraných příkladech bude nastíněna možná fyziologická interpretace jednotlivých vztahů. Jak 
bude ukázáno, ačkoliv existují práce, které se snaží stanovit hodnoty hematokritu charakteristické pro 
zdravé jedince různých druhů (viz např. Gillespie et al. 2000; Tocidlowski et al. 1997; Campbell & 
Ellis 2007; Lucas & Jamroz 1961), tyto hodnoty se mohou bez ohledu na zdravotní stav významně lišit 
vzhledem k ekologickým podmínkám, a to jak mezi různými populacemi stejného druhu, tak i v rámci 
jedné populace mezi jedinci opačného pohlaví a v závislosti na sezónních změnách. 
Hematokrit a vliv pohlavních hormonů
Jak již bylo naznačeno, samci a samice se mohou v hodnotách hematokritu lišit (Kavadias et al. 
2004; Kilpimaa et al. 2004). Intuitivním vysvětlením pro tyto rozdíly mohou být mezipohlavní rozdíly 
v koncentraci pohlavních hormonů. Například u lejska černohlavého (Ficedula hypoleuca) Kilpimaa 
et al. (2004) ukázali, že experimentálně zvýšené úsilí o nalezení partnerky vyvolává u samců jednak 
zvýšenou expresi sekundárního pohlavního znaku v podobě světlé skvrny u kořene zobáku a zároveň s 
tím také nárust hodnot hematokritu. Tyto výsledky by tedy mohly naznačovat souvislost hematokritu se 
zvýšenou hladinou testosteronu podporující tvorbu ornamentace (Kilpimaa et al. 2004). Podobně bylo 
zjištěno u ryby mořčáka evropského (Dicentrachus labrax), že změny hematokritu souvisí s pohlavním 
dospíváním (Kavadias et al. 2004). Někteří autoři proto předpokládají, že samčí pohlavní hormony 
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stimulují erytropoézu a naopak samičí estrogeny erytropoézu inhibují (Sturkie 1986). Takovýto 
vliv androgenů na erytropoézu podporují například výsledky studie prováděné na kuru domácím 
Gallus gallus f. domestica. Kastrovaní kohouti plemene bílá leghornka, postrádající endogenní řízení 
androgeny, měli nižší hladinu hematokritu než nekastrovaní jedinci (Chen et al. 2009). Proti existenci 
podobné hormonální závislosti ovšem hovoří velká většina studií, které žádné rozdíly mezi hodnotami 
hematokritu u samců a samic nenalezly (Fair et al. 2007b; Dawson & Bortolotti 1997; Fernie & Bird 
2001; Phalen et al. 1995) To podporuje i výsledek pokusu provedeného na samicích špačka obecného 
(Sturnus vulgaris; De Ridder et al. 2002). Po implantaci testosteronu do těla pokusných samic nedošlo 
ve srovnání s kontrolními samicemi, kterým testosteron implantován nebyl, ke změně hematokritu. 
Jiné znaky však zásahem ovlivněny byly: vlivem testosteronu došlo u samic například ke změnám 
zpěvové a behaviorální aktivity, zbarvení zobáku i načasování pelichání. 
Hormonální regulace takovýchto změn v hodnotách hematokritu by ve skutečnosti mohla 
souviset s fyziologickými mechanismy udržujícími obsah vody v těle. Například Morton (Morton 
1994) zaznamenal u strnadců bělokorunkatých (Zonotrichia leucophrys) vyšší hodnoty hematokritu u 
samců před začátkem rodičovské péče. Upozorňuje však na to, že estrogen v tomto případě nemůže u 
samic plnit funkci inhibitoru erytropoézy. V době jarní migrace totiž stoupá hladina estrogenů v tělech 
samic připravujících se na hnízdění a tato zvýšená hladina přetrvává nejméně do doby snesení prvního 
vejce. Ve stejné době ovšem u obou pohlaví také dochází ke zvýšení hematokritu, patrně jako odpověď 
na fyzickou náročnost migrace (Morton 1994; Saino et al. 1997b). Rozdíl mezi pohlavími v hodnotách 
hematokritu vzniká až později, v průběhu hnízdění, kdy u samic hodnoty hematokritu výrazně klesají 
přibližně v období před snesením prvního vejce (Morton 1994). Morton (Morton 1994) vysvětluje 
tento jev jako nespecifický důsledek zvýšené hladiny neurohypofyzárního hormonu vasotocinu, který 
má u ptáků antidiuretické vlastnosti a spolu s mesotocinem stimuluje motilitu dělohy při kladení vajec 
(Sturkie 1986). Jeho antidiuretické vlastnosti způsobují zadržování tekutin v těle samice, což vede 
ke zvětšení objemu plazmy a naředění krevních buněčných elementů. To se pak projeví poklesem 
hematokritu. 
Hematokrit a fyzická aktivita
Mezipohlavní rozdíly v hodnotách hematokritu zjištěné u některých druhů by mohly souviset s 
rozdílnou ekologií obou pohlaví. Vzhledem k funkci erytrocytů by se mohlo jednat o rozdíly ve fyzické 
aktivitě související s odlišnými oxidačními nároky organismu. Takovýto vztah naznačují výsledky 
výzkumu prováděného na vlaštovce obecné (Hirundo rustica). Samci tohoto druhu mají ve většině 
případů vyšší hladinu hematokritu než samice. Zároveň však samci vlaštovek exprimují delší ocasní 
pera než samice. Vztah mezi pohlavím a hodnotami hematokritu by tedy mohl být alometrický, spojený 
s energetickými letovými nároky. Ve své práci Saino et al. (1997b) ukázali, že porovnáváme-li samce 
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a samice se stejnou délkou ocasu, pak jsou hodnoty hematokritu u obou pohlaví srovnatelné. Zdá se 
tedy, že delší rýdovací pera představují pro vlaštovky fyzickou zátěž, která vyvolává vyšší nároky 
na množství kyslíku přiváděného do tkání. Vyšší spotřeba kyslíku vede ke zvýšení počtu červených 
krvinek, a tím i hladiny hematokritu. Vyšší hladina hematokritu u jedinců s delším ocasem je tedy 
adaptivní odpovědí organismu na nedostatečné zásobení tkání kyslíkem, a ne důsledkem hormonální 
regulace. Pokud by však v této studii nebyla měřena délka ocasu a její souvislost s hladinou hematokritu 
nebyla testována, bylo by možné vysvětlovat vyšší hematokrit u samců mylně jako důsledek vyšší 
hladiny androgenů.  K podobným výsledkům jako Saino et al. (1997b) dospěli i jiní autoři. Například 
Clark et al. (2009) vysvětlují nalezený rozdíl v hladině hematokritu mezi pohlavími u lososů nerka 
(Octorhynchus nerka) rozdílnou investicí do reprodukce. Dospívající jedinci obou pohlaví těchto ryb 
mají stejný hematokrit (Sandblom et al. 2009), který se však u samic mění v posledních 2-3 týdnech 
života při cestě ryb na trdliště. U samic dochází vlivem migrace, která je fyzicky velmi vyčerpávající, 
ke zvýšení erytropoézy, a tím i zvýšení hematokritu. Je zajímavé, že samci na zvýšenou fyzickou zátěž 
reagují jinak než samice. Hodnoty hematokritu samců naměřené při vyšetření na trdlišti se nelišily 
od hodnot získaných před započetím migrace. Místo zvýšené erytropoézy však došlo vlivem fyzické 
zátěže ke zvýšení tepové aktivity samců (Clark et al. 2009). Vlivem zvýšené fyzické aktivity na hladinu 
hematokritu v době rozmnožování se zabývala i studie leguánů (Amblyrhynchus cristatus). V této práci 
byli porovnáváni samci s vyvinutým sexuálním ornamentem vykazující teritoriální chování, satelitní 
samci a nespárovaní samci. Teritoriální samci vykazovali vyšší hladinu hematokritu a vyšší koncentraci 
stresového hormonu kortikosteronu v krvi. Zároveň však byla u těchto samců naměřena nižší imunitní 
odpověď a celkově horší tělesná kondice než u satelitních a nespárovaných samců (Berger et al. 2005). 
Vysoká hladina kortikosteroidů v krvi naznačuje, že tito samci utrpěli velké energetické ztráty spojené 
s reprodukčním úsilím během období rozmnožování (Berger et al. 2005). V období hájení teritoria totiž 
teritoriální samci leguánů zkracují čas určený ke krmení a hladoví až 12 dní (Trillmich 1983 ex Berger 
et al. 2005). Podobný pozitivní vztah mezi hodnotami hematokritu a reprodukčním období spojeným s 
vyšší fyzickou zátěží byl zjištěn i u plotice obecné (Rutilus rutilus; Kortet et al. 2003). Zdá se tedy, že 
by se mohlo jednat o obecný vztah. 
Období zvýšené svalové aktivity spojené s nárůstem erytropoézy může představovat také 
migrace (Morton 1994; Saino et al. 1997a; Clark et al. 2009). U migrujících druhů ptáků bylo zjištěno, 
že hodnoty hematokritu po příletu na hnízdiště klesají (Saino et al. 1997b; Morton 1994), patrně v 
souvislosti s poklesem denní letové aktivity. U samců vlaštovek s uměle prodlouženými ocasními pery 
ihned po příletu na hnízdiště však došlo k pomalejšímu poklesu hematokritu než u kontrolních samců a 
samců, kterým byl ocas zkrácen (Saino et al. 1997a). Tyto výsledky tedy podporují hypotézu, že vyšší 
hodnoty hematokritu souvisí s vyššími energetickými nároky jedince a vyšší potřebou efektivního 




Výše zmíněné studie Clark et al. 2009)) na lososech a (Berger et al. 2005) na leguánech však mohou 
mít i jiné vysvětlení než přímý vliv zvýšené oxidační zátěže. V obou případech se zvířata s vyššími 
hodnotami hematokritu nacházela ve stavu vyšší stresové zátěže. Hematokrit by tedy mohl reagovat na 
hormonální regulaci stresové odpovědi, a to preventivně – tedy jako příprava na vyšší fyzickou zátěž, a 
to i v případech, kdy tato zátěž nakonec nenastává. To dokládají výsledky mnoha studií, které ukázaly 
vztah mezi hladinami stresových hormonů a hodnotami hematokritu. Například výsledky (Boonstra 
et al. 1998)) na zajících měnivých (Lepus americanus) dokazují vliv manipulačního stresu na zvýšení 
hodnot hematokritu. Při odchytu a následné manipulaci se do krevního oběhu uvolňují erytrocyty 
ze sleziny jako odpověď na náhlé zvýšení hladiny adrenalinu (Cross et al. 1988 ex Boonstra et al. 
1998). Podobná závislost byla pozorována také u hraboše pensylvánského (Microtus pennsylvanicus; 
Fletcher & Boonstra 2006). Identické závěry naznačují také výsledky prováděné (Boere et al. 2005) na 
kosmanu černovousém (Callithrix penicillata), dokumentující vyšší hodnoty hematokritu po odchytu 
u dospělých jedinců trpících vyšší mírou stresu. Dokonce u člověka byl prokázán podobný vliv 
akutního, avšak mentálního stresu na zvýšení hodnot hematokritu (Van Zanten et al. 2004). Stejně jako 
v případě kosmana i zde patrně vyšší hodnoty hematokritu souvisejí s redukcí objemu krevní plasmy 
(Van Zanten et al. 2004). Intenzita stresové zátěže vyvolávající podobné změny hematokritu však 
bude patrně druhově specifická, neboť obdobné změny nebyly pozorovány po manipulaci ani u sysla 
Richardsonova (Spermophilus richardsonii; Delehanty & Boonstra 2009), ani u žraloka kanadského 
(Rhizoprionodon terraenovae; Hoffmayer & Parsons 2001). U běluhy mořské (Delphinapterus leucas) 
dokonce (St Aubin et al. 2001) popisují pokles hematokritu jako důsledek stresu spojeného s odchytem 
jedince. U této studie je však třeba podotknout, že pozorovaný vzorek sestával pouze ze dvou jedinců 
zpětně odchycených v rozdílném časovém období po prvním odchytu.  
Induktory stresové reakce ovlivňující změny hematokritu však mohou být různé. To se může 
projevit také na povaze závislosti mezi stresem a hematokritem. Studie vlivu fotoperiody provedená 
u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) například ukázala, že nepřirozená fotoperioda 24h světla 
vyvolává u ryb stresovou reakci spojenou se zvýšením hladiny kortizolu (Leonardi & Klempau 2003). 
Při této fotoperiodě pak dochází u pokusných pstruhů také k nárůstu hematokritu a počtu červených 
krvinek oproti kontrolám umístěných v chovech s přirozenou fotoperiodou (Valenzuela et al. 2006a). V 
krvi experimentálních ryb však bylo větší množství imaturních erytrocytů, což naznačuje, že nedošlo 
ke stimulaci erytropoézy vlivem světelné expozice, ale naopak jejímu potlačení (Valenzuela et al. 
2006b). Zvýšení počtu erytrocytů může být patrně způsobeno uvolněním dospělých i nedospělých 
erytrocytů ze sleziny jako reakce na akutní stres (Kita & Itazawa 1989). Není tedy překvapivé, že různé 
formy dlouhodobého stresu mohou u některých druhů způsobit naopak pokles hodnot hematokritu. To 
17Jitka Poplová
Bakalářská práce, 2011
bylo pozorováno například v případě dlouhodobého stresu spojeného s vyšším výskytem predátorů u 
zajíce měnivého (Boonstra et al. 1998). Nízká hladina hematokritu může být způsobena také stresem v 
důsledku dlouhodobější podvýživy (Dunlap 1995; Peterson 2002; Lochmiller et al. 1986; Tavares-Dias 
et al. 2009). Například samice pekari Tayassu tajgu krmené potravou vyšší kvality měly signifikantně 
vyšší hematokrit a počet červených krvinek než samice krmené málo kvalitní potravou (Lochmiller 
et al. 1986). Také u amazonské sladkovodní želvy teraky velké Podocnemis expansa bylo prokázáno, 
že podávání nízkoenergetické potravy způsobí podvýživu, která vede k poklesu hematokritu a počtu 
červených krvinek oproti kontrolním želvám krmených běžnou potravou (Tavares-Dias et al. 2009). 
V těchto případech je ovšem pravděpodobná kombinace vlivu stresu s nutriční deficiencí inhibující 
erytropoézu a způsobující anemii.
Hematokrit a rychlost krvetvorby
Jak již bylo zmíněno, hodnoty hematokritu mohou odrážet zadržování vody v těle. Podobně 
však nezbytně odrážejí také rychlost hematopoézy. Jako příklad lze uvést právě studie na anemických 
zvířatech. Například Yamato et al. (1996) popisuje vyšetření krve mořských ptáků zasažených havárii 
nákladní lodi spojenou s únikem ropných a olejnatých látek. Krev byla odebírána 12. a 26. den po 
havárii. Odběry krve 12. den vykazovaly nízkou hladinu hematokritu a nízký počet červených krvinek, 
nasvědčující anemii. V krvi bylo detekováno velké množství imaturních erytrocytů dokazujících 
intenzivní erytropoézu, která se projevila i v krevních vzorcích z 26. dne po havárii. Vzorky z 26. dne 
vykazovaly vyšší hodnoty hematokritu a vyšší absolutní počet erytrocytů. Tato studie tedy dokazuje, 
že hodnoty hematokritu mohou indikovat probíhající regeneraci krve po akutní anemické příhodě. 
Podobně studie zabývající se dlouhodobým působením znečištění různého charakteru na organismy 
naznačují vztah hematokritu k hematopoéze. Například negativní vliv znečištění těžkými kovy na 
hladinu hematokritu byl prokázán u samic novozélandských bílých králíků (Oryctolagus cuniculus 
f. domestica; Bersenyi et al. 2003) a samic laboratorních potkanů (Rattus norvegicus; Hiratsuka et 
al. 1996), kde pokles hematokritu doprovázelo snížení absolutního počtu erytrocytů, vedoucího až k 
anemii. Ke stejnému výsledku došla i studie zabývající se vlivem ropných látek na norka amerického 
(Mustela vison; Schwartz et al. 2004). Norci byli v této studii využiti jako možná laboratorní 
náhrada fylogeneticky příbuzných volně žijících mořských vyder (Enhydra lutris), jejichž zvýšená 
mortalita může být způsobena právě konzumací kořisti kontaminované ropnými látkami (Schwartz 
et al. 2004).  Naproti tomu u myšice křovinné (Apodemus sylvaticus), u níž byl zjištěn stejný vztah 
mezi hematokritem a znečištěním těžkými kovy, klesal hematokrit, ačkoliv vlastní počet červených 




Hematokrit není závislý jen na množství červených krvinek, ale také na jejich velikosti. Pokud 
dojde v organismu ke ztrátě krve, sníží se jednak počet erytrocytů na objemovou jednotku krve, ale 
v reakci na tento stav se následně mohou do krevního oběhu uvolnit ve větším množství imaturní 
stádia erytrocytů (to platí především pro plazy včetně ptáků). Imaturní erytrocyty jsou objemnější, než 
normální dospělé erytrocyty. Proto se po rozsáhlejší ztrátě krve u ptáků (a patrně i ostatních obratlovců 
s jadernými erytrocyty) hodnoty hematokritu nemusí buďto vůbec změnit anebo se mohou dokonce 
zvýšit (Bearhop et al. 1999). 
III.2 MCV 
MCV je zkratka z anglického termínu mean cell volume. Tato zkratka označuje sekundární 
hematologický parametr, který je možné stanovit z primárně zjištěných hematologických parametrů, 
jakými jsou hematokrit a počet červených krvinek. Výpočet tohoto sekundárního parametru je v 
zoologii obratlovců používán pro stanovení anémie (Campbell & Ellis 2007). Hodnotu MCV je možné 
spočítat jako (hematokrit (%) / absolutní počet červených krvinek) x 10. Z čehož je zřejmé, že hodnota 
MCV je závislá na velikosti buněk a mohla by u ptáků ukazovat na rychlost metabolismu a oxidační 
nároky. Na mezidruhové úrovni by nižší hodnoty MCV mohly indikovat rychlejší metabolismus, neboť 
druhy ptáků s vyšším metabolismem mají obecně menší erytrocyty, a tím celkově větší povrch buněk 
pro přenos dýchacích plynů (Bearhop et al. 1999). Naproti tomu na vnitrodruhové úrovni by rychlejší 
metabolismus mohly indikovat vyšší hodnoty MCV, jelikož relativně větší objem zaujímají imaturní 
erytrocyty, jejichž zvýšený podíl v krvi (a tedy i vyšší MCV) je indikátorem rychlejší erytropoézy, 
která by mohla být asociována s relativně rychlejším metabolismem (viz například Vinkler et al. 
2010b). V takovém případě by tedy hodnoty MCV podávaly obdobnou informaci jako relativní počet 
imaturních erytrocytů. 
III.3 Koncentrace hemoglobinu
Hlavní funkcí hemoglobinu je přenos dýchacích plynů v organismu. Množství hemoglobinu 
v periferní krvi udává, jaké množství kyslíku může být přeneseno (nosná kapacita krve) (Glomski 
& Tamburlin 1989). Nejčastěji používaná metoda zjištění koncentrace hemoglobinu je založena na 
oxidaci hemoglobinu na methemoglobin a jeho následné přeměně na cyanmethemoglobin. Za tímto 
účelem je nejčastěji používaným činidlem Drabkinův roztok, který však obsahuje lehce toxické látky 
hexakyanoželezitan draselný a kyanid draselný. Plná krev je ředěna tímto roztokem v poměru 1:251. 
Tento roztok způsobí lyzi buněk a uvolnění hemoglobinu. Vzorek je následně vyšetřován pomocí 
spektrofotometru při vlnové délce 540 nm (Drabkin 1949; Campbell & Ellis 2007). Nízká hodnota 
koncentrace hemoglobinu může být stejně jako nízká hodnota hematokritu a počtu červených krvinek 
ukazatelem anémie (Velguth et al. 2010). Tato metoda byla použita například ve studiích zabývajících 
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se vlivem malárie a s ní souvisejícím poklesem koncentrace hemoglobinu v krvi u těhotných žen 
(Akanbi et al. 2010), negativním vlivem organofosfátových pesticidů na zdraví a hematopoézu ryb 
(Barbieri & Ferreira 2011) či naopak pozitivním ovlivněním hematopoézy přidáváním mědi jako 
potravinového doplňku kuřatům (Samanta et al. 2011). Velguth et al. (2010) se zabývali vztahem 
hodnoty hematokritu a koncentrace hemoglobinu v krvi a došli k závěru, že u minimálně osmi ptačích 
druhů, na kterých byla tato studie prováděna, lze koncentraci hemoglobinu vyjádřit jako hodnotu 
hematokritu vynásobenou koeficientem 0,30. Přes takto konzistentní vztah zjištěný v této práci je 
ovšem potřeba si uvědomit, že platnost tohoto vztahu předpokládá identický zdravotní stav všech 
vyšetřovaných zvířat. Podobný přepočet je proto nepoužitelný v případě studií, které se snaží odhalit 
individuální variabilitu v hodnotách koncentrace hemoglobinu, například v závislosti na zdravotním 
stavu. Postižená zvířata totiž mohou mít v krvi ve větším množství tzv. hypochromatické erytrocyty se 
sníženým obsahem hemoglobinu (Campbell & Ellis 2007), což zmiňovaný přepočet nemůže ošetřit. 
Přes svůj nezanedbatelný potenciál není stanovování koncentrace hemoglobinu běžně rozšířenou 
metodou v zoologických studiích.
III.4 Absolutní počet erytrocytů, trombocytů a leukocytů
Pro získání uceleného přehledu o složení krve umožňujícího kvalitní porovnávání 
hematologických parametrů mezi jedinci je vhodné stanovit celkový počet erytrocytů/leukocytů na 
jednotku krve. V případě krve savců je dnes stanovení absolutního počtu těchto buněk běžně prováděno 
přístrojově, tedy tzv. automatickými metodami. Buňky jsou v tomto případě identifikovány na základě 
rozptylu světla po průchodu laserového paprsku, který je dán vlastnostmi jednotlivých buněk, zejména 
jejich velikostí a strukturou cytoplasmy (Walberg 2001; Rogival et al. 2006; Chassovnikarova et 
al. 2005). Při manuálním stanovování absolutního počtu erytrocytů a leukocytů pomocí počítacích 
komůrek, hemocytometrů, je vzorek krve umístěn do isotonického barvícího roztoku, který jednak 
zabrání lyzi buněk a zároveň buňky obarví, což umožní jejich následné počítání pod světelným 
mikroskopem. Leukocyty i erytrocyty většiny obratlovců (mimo savce) obsahují jádro, proto je možné 
ke stanovení jejich absolutního počtu použít stejné činidlo. V současné době je za tímto účelem ve 
většině studií používán Natt-Harrickův roztok (Campbell & Ellis 2007; Dein et al. 1994; Walberg 
2001; Tocidlowski et al. 1997), Unopette metoda (Campbell & Ellis 2007; Dein et al. 1994; Innis et al. 
2007; Walberg 2001) a v malém množství případů také Rees-Ecker metoda (Walberg 2001). Při použití 
manuální metody u savců je nezbytné použít rozdílná činidla. Pro jaderné leukocyty bývá nejčastěji 
používán Türkův roztok (Pietersz et al. 1992; Sirchia et al. 1996) a pro erytrocyty Hayemův roztok. 
Postup počítání v hemocytometru je stejný u všech obratlovců a pro oba typy buněk. Naředěný vzorek 
je napipetován do vnitřního prostoru komůrky o přesně definovaném objemu. Po několika minutách, 
kdy dojde k usazení buněk na dně komůrky, je možné vzorek vyšetřit pod světelným mikroskopem. 
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Podstata spočívá ve sčítání buněk na přesně definované ploše (různé počítací komůrky mají různé 
rozměry mřížky) a známý objem komůrky umožní vypočítání počtu erytrocytů na mm3. Pro stanovení 
absolutního počtu erytrocytů na mm3 krve je nutné toto číslo ještě vynásobit ředicím faktorem.
Absolutní počet erytrocytů
Kromě studií zabývajících se morfologií krevních elementů a stanovením jejich počtu 
charakteristického pro daný druh (Gayathri et al. 2004; Gillespie et al. 2000; Tocidlowski et al. 
1997) nepatří stanovení absolutního počtu erytrocytů mezi často využívané postupy. Nejčastěji bývá 
používáno spolu se stanovováním hodnoty hematokritu a koncentrace hemoglobinu ve studiích 
zabývajících se patologiemi, například lyzí erytrocytů vedoucí k anemii, způsobenými infekčními 
chorobami (Brenden & Huizinga 1986), toxickými látkami (Yamato et al. 1996) či nepřirozenými 
environmentálními faktory (Valenzuela et al. 2006b). Přesto její časté opomíjení se však jedná o 
poměrně důležitou metodu, neboť umožňuje například vysvětlení příčin rozdílů v hematokritu nebo 
validizaci případného odhadu absolutního počtu leukocytů či trombocytů na základě poměru těchto 
buněčných typů k erytrocytům. 
Absolutní počet trombocytů
Ke stanovení absolutního počtu trombocytů lze použít nepřímou metodu, která však předpokládá 
znalost absolutního počtu erytrocytů na mm3 stanovený pomocí hemocytometrické počítací komůrky 
(Lucas & Jamroz 1961). Ke stanovení absolutního počtu trombocytů je použit diferenciálně barvený 
krevní nátěr, který je vyšetřen pod světelným mikroskopem za použití mřížky připevněné na okulár. 
Tuto mřížku tvoří dva koncentrické čtverce, kde menší čtverec představuje jednu dvacetinu většího. 
Spočítáním erytrocytů v malém čtverci a trombocytů ve velkém čtverci můžeme zjistit poměr mezi 
erytrocyty a trombocyty krevního nátěru. Tento poměr odpovídá poměru erytrocytů a trombocytů v 
plné krvi; známe-li tedy absolutní počet erytrocytů v mm3 krve, můžeme jednoduše stanovit i absolutní 
počt trombocytů v mm3 krve (Lucas & Jamroz 1961). Tato metoda je v zoologické praxi velmi málo 
používána stejně jako ostatní týkající se vyšetření trombocytů, což patrně souvisí s problematickým 
odběrem, jak bylo nastíněno výše (kapitola II.3).
Absolutní počet leukocytů
Ke stanovení absolutního počtu leukocytů lze použít několik metod. Přímá metoda podávající 
výsledky zatížené nejmenší chybou odhadu již byla podrobně popsána výše. Tato metoda představující 
počítání leukocytů v hemocytometrické komůrce se však vyznačuje časovou náročností a zřejmě proto 
přistupuje velké množství autorů na nepřímé či polopřímé metody zjištění absolutního počtu leukocytů 
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v periferní krvi obratlovců. Každá z těchto metod podává výsledky s rozdílnou přesností. Velmi přesné 
výsledky podává nepřímá metoda stanovení absolutního počtu leukocytů prováděná stejně jako metoda 
popsaná pro stanovování absolutního počtu trombocytů (Lucas & Jamroz 1961). Jako polopřímou 
metodu označil Lucas a Jamroz (1961) postup popsaný Wisemanem roku 1931.  Podle této metody 
je možné stanovit absolutní počet bílých krvinek na mm3 spočítáním eozinem-barvitelných buněk 
(heterofilů a eozinofilů) v hemocytometrické komůrce a vynásobením této hodnoty procentuálním 
zastoupením heterofilů a eozinofilů zjištěným při stanovování diferenciálního počtu leukocytů. Velká 
pravděpodobnost chyby vzniká při nízkém procentuálním zastoupení eozinofilů a heterofilů v periferní 
krvi (Lucas & Jamroz 1961). Obě tyto metody jsou však srovnatelně časově náročné jako metoda 
přímá a nepatří tak mezi nejpoužívanější. Namísto toho velké množství autorů stanovuje ve svých 
studiích absolutní počet leukocytů pomocí krevního nátěru jako počet leukocytů na 10 000 erytrocytů 
(Dehnhard et al. 2011b; Lobato et al. 2005; Owen & Moore 2006; Butler & Mcgraw 2010; Fokidis et al. 
2008; Horak et al. 1998). Lobato et al (2005) stanovovali celkový počet leukocytů na 10 000 erytrocytů 
tak, že spočítali erytrocyty v jednom zorném poli světelného mikroskopu pod 1000x zvětšením a tento 
počet erytrocytů vynásobili počtem zorných polí, která museli prohlédnout při počítání diferenciálního 
počtu leukocytů pro vyšetření celkového počtu 100 leukocytů. Tímto výpočtem byl získán poměr 
erytrocytů ku 100 leukocytů, ze kterého bylo možné přepočtem získat počet leukocytů na 10 000 
erytrocytů. Tato metoda je problematická vzhledem ke stanovení počtu zorných polí, ve kterých bylo 
určeno 100 leukocytů při diferenciálním počítání leukocytů, jelikož pohyb objektivu nad sklem je 
spíše kontinuální a během vyšetřování jediného preparátu může být prohlédnuto několik set až několik 
tisíc mikroskopických zorných polí. Jakýkoliv odhad jejich přesného počtu je pak vysoce nepřesný a 
spíše spekulativní. Přesto tuto metodu převzali i autoři dalších studií, například Dehnhard et al. (2011b) 
a Owen a Moor (2006). Stejným způsobem postupovali také Shutler a Marcogliese (2011), kteří však 
počet leukocytů vztahovali pouze k 1000 erytrocytům. Výsledek, který tímto postupem získali, pak 
autoři označují výstižněji jako hustotu bílých krvinek na 1000 erytrocytů (Shutler & Marcogliese 
2011). Přesnějších výsledků mohli patrně dosáhnout Galeiotti et al. (2010) ve své studii na ještěrce 
zední (Podarcis muralis), když počítali erytrocyty i leukocyty v 50 mikroskopických zorných polích 
při zvětšení 630x a tyto počty přepočítali na koncentraci leukocytů ku 10 000 erytrocytům. Zřejmě 
nejméně přesnou metodu však ve své studii popisují Figuerola et al. (1999), kteří pouze odhadli, že 
na pěti mikroskopických polích se nachází 1000 erytrocytů. Dále spočítali leukocyty ve 30 polích a 
toto číslo vydělili šesti, čímž získali průměrný počet leukocytů na pěti polích. Z takto získaných dat 
spočítali absolutní počet leukocytů na mm3 jako průměrný počet leukocytů na pět mikroskopických 
polí krát 3,5*106 (počet erytrocytů na mm3 u normálních ptáků), a to celé děleno 1000 (odhadnutý 
počet erytrocytů na pět mikroskopických polí). Tyto výsledky museli dále korigovat přes naměřenou 
hodnotu hematokritu. Nepřesnost této metody spočívá především v předpokladu rovnoměrného 
rozmístění buněk na krevním nátěru a stejné koncentraci červených krvinek v krvi všech vyšetřovaných 
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zvířat. Jak bylo zmíněno výše v části zabývající se hematokritem a absolutním počtem erytrocytů, 
především druhý z předpokladů často neplatí, a tím pádem se daná metoda odhadu absolutního počtu 
leukocytů stává značně nepřesnou. Jako další možnost stanovení celkového množství leukocytů v 
krvi může být použita i metoda měření mocnosti tzv. buffy coat (Walberg 2001).  Buffy coat je vrstva 
bílých krvinek a trombocytů ležící mezi erytrocyty a krevní plazmou po odstředění v heparinizovaných 
kapilárách (Campbell & Ellis 2007; Lucas & Jamroz 1961). Procento bílých krvinek v objemu 
plné krve se stanovuje jako hodnota mocnosti buffy cout naměřená pomocí zvětšovacího skla a 
digitálního posuvného měřítka a dělená celkovým objemem krve zjištěným změřením mocnosti krve 
v kapiláře (Moreno et al. 1998; Cadee 2000). Tato metoda však není příliš rozšířená pro svou nízkou 
opakovatelnost a tedy i nízkou výpovědní hodnotu (Horak et al. 1998; Ots et al. 1998).
Absolutní počet leukocytů bývá obecně u obratlovců považován za ukazatel zdraví. Vysoký 
počet bílých krvinek v periferní krvi organismu, tzv. leukocytosa, může být totiž zapříčiněn zejména 
akutní či chronicky probíhající infekcí (Moreno et al. 1998; Fair et al. 2007a; Ots et al. 1998). Tento 
stav souvisí nejčastěji s nárůstem prozánětlivých buněk vrozené imunity, kterými jsou především 
heterofily, resp. neutrofily (Ots et al. 1998). Poměrně velká pozornost byla věnovaná změnám počtu 
leukocytů u ptáků během hnízdění a jejich korelaci s reprodukční úspěšností v závislosti na kondici 
rodičů. Moreno et al. (1998) uvádějí, že dospělci tučňáků uzdičkových (Pygoscelis antartica), kterým 
se nepodařilo vyvést mladé, měli vyšší absolutní počet leukocytů, zvláště heterofilů a lymfocytů. K 
podobným výsledkům došla i studie tučňáků magellanských (Spheniscus magellaninicus), u kterých 
samice s vyšším počtem leukocytů snášejí menší vejce a mají nižší hnízdní úspěšnost (Moreno et 
al. 2002).   Tento výsledek je v souladu s pozorováním Gustafssona (1994), který ve své studii 
uvádí, že nutriční stav zvířete před hnízdní sezónou pozitivně koreluje s reprodukčním úspěchem a 
negativně s náchylností k infekčním chorobám a parasitismu. Měření hematologických parametrů 
jako je absolutní počet leukocytů spolu s kondičně závislými znaky by tak mohlo sloužit k odhadnutí 
hnízdní úspěšnosti ptáků bez nutnosti dlouhodobých populačních studií. Je však třeba brát v úvahu, 
že zvířata trpící podvýživou mívají obecně nižší počet leukocytů, který v těchto případech znamená 
imunosupresi organismu a vyšší náchylnost k chorobám. Tuto hypotézu potvrzuje studie prováděná 
na amazonských sladkovodních želvách tarekách velkých (Podocnemis expansa). U skupiny trpící 
podvýživou došlo ke snížení absolutního počtu všech druhů leukocytů, kromě eozinofilů, které slabě 
narostly oproti kontrolní skupině krmené běžnou potravou (Tavares-Dias et al. 2009). Na příkladu 
těchto studií je možné vidět, že závislost absolutního počtu leukocytů na kondici a kvalitě jedince 
je obousměrná, tj. vysoký počet leukocytů může být jak znakem jedinců v dobré kondici s dobře 
fungujícím imunitním systémem, tak jedinců ve špatné kondici, bojujícími s parazitární infekcí 
(Salvante 2006). Patrně tedy existuje určité optimum početnosti leukocytů v periferní krvi, které je 
typické pro daný druh, pohlaví, fázi biorytmu a ekologické podmínky. Řada prací ovšem ukazuje, že 
23Jitka Poplová
Bakalářská práce, 2011
i tak se jedná o relativně stabilní znak.  Na rozdíl například od hematokritu podléhá absolutní počet 
leukocytů méně změnám v důsledku stresu. Delehanty & Boonstra (2009) popisují, že ačkoliv počet 
neutrofilů se u syslů Richardsonových po odchytu změnil, absolutní počty leukocytů zůstaly stabilní. 
Změnu v počtu leukocytů nezaznamenali ani Leonardi a Klempau (2003) u pstruha duhového po 
umělém prodloužení fotoperiody mimo přirozené světelné optimum druhu. Stejně tak nebyla nalezena 
závislost počtu leukocytů na environmentálních faktorech jako je teplota vody nebo délka slunečního 
svitu ani u mořčáka evropského (Dicentrachus labrax; Kavadias et al. 2004), ani u plotice obecné 
(Rutilus rutilus; Kortet et al. 2003). V obou těchto studiích (Kavadias et al. 2004; Kortet et al. 2003) 
však byl prokázán pokles absolutního počtu leukocytů u samců v době tření. Tyto výsledky by mohly 
naznačovat rozdíly v počtu leukocytů vlivem rozdílné koncentrace pohlavních hormonů u samců a 
samic. Patrně i zde se však jedná o druhově specifickou závislost, neboť jiné studie vliv pohlaví ani 
stáří u jiných druhů neprokázaly Boere et al. (2005). 
III.5Diferenciální počet leukocytů
Stanovení vzájemného poměrového zastoupení všech v krvi rozpoznatelných typů leukocytů bývá 
v článcích označováno jako diferenciální počet leukocytů (leukocyte diferencial), leukocytární profil 
(leukocyte profile) či haemogram. Vždy se jedná o stejnou metodu založenou na manuální identifikaci 
krevních buněk pomocí světelného mikroskopu. K vyšetření se obvykle používají obarvené krevní 
nátěry, mnohdy předem fixované metanolem. Robertson a Maxwell (1990) ve své studii poukazují 
na nevhodnost použití metanolu jako fixačního činidla krevních nátěrů ptáků. Působením metanolu 
dochází totiž k poškození granul heterofilů a bazofilů, což činí správnou identifikaci těchto buněk téměř 
nemožnou. Přesto je metanol používán k fixaci v mnoha studiích krevních parametrů ptáků, například 
(Horak et al. 1998; Owen & Moore 2006; Dehnhard et al. 2011b). Existuje několik metodických postupů 
k barvení krevních nátěrů, přičemž nejčastěji se používá diferenciální barvení podle Pappenheima (v 
anglosaské literatuře též pod označením Wright-Giemsa; viz např. Lucas & Jamroz 1961; Vinkler et al. 
2010b; Schwartz et al. 2004). Tato metoda barvení umožňuje nejen správné rozpoznání jednotlivých 
buněčných typů, ale i možnost opakovaného vyšetření preparátu pod mikroskopem v případě potřeby. 
V současnosti jsou dostupná i činidla poskytující rychlé diferenciální barvení krevních nátěrů jako 
např. Wright-Giemsa modified nebo barvicí kit Diff-Quik (viz. např. Munoz et al. 2010; El Lethey et 
al. 2000). Na obarveném krevním nátěru je poté vyšetřováno zastoupení jednotlivých typů leukocytů 
v souboru leukocytů o předem stanoveném počtu pod imerzním objektivem se 100x zvětšením (Davis 
et al. 2008). Přesnost odhadu se zvyšuje s počtem vyšetřených buněk; stanovení diferenciálního počtu 
na vzorku 400 buněk představuje dvakrát přesnější výsledek než na vzorku 100 buněk a 900 buněk 
poskytne třikrát přesnější výsledek než 100 buněk (Lucas & Jamroz 1961). Nejčastěji používaná 
velikost vzorku je ovšem 100 leukocytů, a to patrně především z časových nároků na vyšetření. Jak 
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prokázali Lucas a Denington ve svých studiích na kuru domácím (Gallus gallus f. domestica), 100 
buněk stačí pro získání reprezentativních výsledků s ohledem na majoritně zastoupené lymfocyty a 
heterofily. Pro získání stejně reprezentativního výsledku u monocytů, které nejsou v periferní krvi 
tak časté jako lymfocyty a heterofily, je za normálního zdravotního stavu zvířat nutné vyšetřit 300 
buněk (Lucas & Jamroz 1961). Gross a Siegel (1983) používali místo krevního nátěru ke zjišťování 
diferenciálního počtu hemocytometrickou počítací komůrku. Největší nevýhodou této metody ovšem 
je, že vyhodnocení krevního vzorku je potřeba vyhotovit v krátkém časovém intervalu po odběru 
vzorku, což může být při terénním sběru dat či velkém počtu vzorků problém. Jelikož jsou vzorky 
v počítací komůrce hodnoceny pod menším zvětšením (max. 40x) a nejsou barveny diferenciálně, 
další vážnou nevýhodou může být relativně vyšší riziko chybné identifikace buněk. Největší riziko 
chyby při stanovení diferenciálního počtu leukocytů ovšem vzniká v případě použití nediferenciálního 
barvení (např. pouze Giemsou; Lobato et al. 2005; Dehnhard et al. 2011b).
Relativní zastoupení jednotlivých typů leukocytů je velmi variabilní mezi jednotlivými 
obratlovčími taxony. U savců jsou například nejpočetněji zastoupeny neutrofily. U ptáků patří mezi 
nejpočetnější leukocyty u většiny druhů lymfocyty (Davis et al. 2008). Leukocytární poměry se však 
výrazně liší i na úrovni řádů, čeledí a někdy i jednotlivých druhů (Davis 2011; Vinkler et al. 2010b). 
Druhově-specifická variabilita v diferenciálním počtu leukocytů by mohla souviset například s nároky 
organismu v daném evolučně-ekologickém kontextu na imunologickou obranu. 
Krom druhové specificity je ovšem diferenciální počet leukocytů závislý i na momentálním 
fyziologickém stavu jedince. Nejznámější příčinou změn poměrů leukocytů v periferní krvi je stres. 
Zvýšením koncentrace stresového hormonu kortikosteronu v těle organismu dochází k řadě událostí, 
které mohou ovlivnit krátkodobé přežívání jedince. Mezi tyto změny patří jak změny chování, 
mobilizace energetických rezerv, tak i aktivace imunitního systému. Bylo zjištěno, že působením 
stresu se může poměrně rychle změnit relativní i absolutní počet lymfocytů a heterofilů (či neutrofilů) 
v periferní krvi obratlovců (Davis et al. 2008; Maxwell 1993). Studie prováděná Grossem a Sieglem 
(1983) ukázala, že použití poměru heterofilů a lymfocytů jako indikátoru stresu působícího na 
organismus je spolehlivější a méně variabilní než použití relativního počtu heterofilů či lymfocytů 
samostatně (Gross & Siegel 1983; Maxwell 1993). Vlivem zvýšeného kortikosteronu adherují 
lymfocyty ke stěně cév a transmigrací se dostávají do lymfatických uzlin, sleziny či kůže, což vede 
ke snížení jejich počtu v krevním oběhu. Zároveň s tím dochází k uvolnění neutrofilů (savci, ryby, 
obojživelníci), resp. heterofilů (ptáci, plazi) z kostní dřeně, a tím ke zvýšení jejich počtu v periferní 
krvi (Gross & Siegel 1983; Davis et al. 2008; Dhabhar 2002b; Dhabhar 2002a). Poměr neutrofilů, resp. 
heterofilů a leukocytů (N/L či H/L) proto odráží fyziologické změny organismu a může tak posloužit 
k měření stresu působícího na organismus podobně jako měření koncentrace kortikosteronu v krevní 
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plazmě (Gross & Siegel 1983; Davis et al. 2008). Například u lidí trpících psychickými poruchami 
jakými jsou deprese či schizofrenie je chronicky zvýšena jak hladina kortikosteronu, tak i poměr N/L 
(Kronfol et al. 1984). Hladina kortikosteronu v krevní plazmě ovšem vzrůstá během několika málo 
minut po aplikaci stresového podmětu (Vleck et al. 2000), což může působit problémy při stanovování 
bazální hladiny kortikosteronu v plazmě (Davis et al. 2008). Tento hormon navíc zůstává v krevní 
plazmě jen poměrně krátkou dobu (minuty až hodiny) a jeho hladina rychle poklesne po vymizení 
stresového podnětu (Vleck et al. 2000) nebo se přestane měnit při dlouhodobém vystavení organismu 
stresu (Maxwell 1993). Mnoho studií proto využívá změnu poměru H/L či N/L jako ukazatel odpovědi 
na nejrůznější stresové podměty.   
Na rozdíl od jiných hematologických parametrů (např. hematokrit Boere et al. 2005; Boonstra 
et al. 1998; Fletcher & Boonstra 2006; Van Zanten et al. 2004) absolutní počet leukocytů (Davis 2005; 
Davis et al. 2008) a kortikosteronu, které odrážejí stresovou odpověď krátce po vzniku stresového 
stavu, se zdá, že poměr H/L neindikuje akutní stres, ale jakousi dlouhodobou stresovou zátěž. Například 
výsledky pokusů Davise (2005) na hýlovi mexickém (Carpodacus mexicanus) ukazují, že hodnoty 
poměru H/L se nemění v rámci 1 hodiny po manipulaci se zvířetem. Podobně Scope et al. (2002) u holubů 
domácích (Columba livia f. domestica) a Van Rijn a Reina (2010) u máčky australské (Cephaloscyllium 
laticeps) ukázali, že vlastní odběr krve a krátkodobá manipulace se zvířaty poměry leukocytů v krvi 
nemění. Naopak existuje řada prací, které dokládají vliv střednědobě a dlouhodobě působícího stresoru 
na poměr neutrofilů, resp. heterofilů, a lymfocytů v periferní krvi. Bylo ukázáno, že jako stresující 
faktory ovlivňující hodnoty H/L mohou působit nejrůznější aspekty chovu zvířat a manipulace s nimi. 
Jako příklad může sloužit studie prováděná na ovcích vystavených transportu dlouhému 12, 30 a 48 
hodin (Fisher et al. 2010). Během převozu došlo ke konstantnímu zvýšení N/L bez ohledu na dobu 
trvání transportu. Nárůst hodnoty poměru N/L odpovídal zvýšené hladině stresových hormonů v krvi 
zvířat. Po ukončení experimentu však zvířata neprojevovala behaviorální znaky nasvědčující utrpění 
újmy během transportu a po 72 hodinách došlo i k poklesu hodnot poměru N/L (Fisher et al. 2010). 
Vliv transportu na dlouhou vzdálenost na zvýšení hodnoty poměru H/L byl prokázán i u dvou druhů 
dravců běžně používaných v sokolnictví: sokolu stěhovavém (Falco peregrinus) a káni Harrisovu 
(Parabuteo unicinctus; Parga et al. 2001). Obdobně působí i změna životních podmínek na divoce 
žijící ještěrky zední odchycené a umístěné do umělých chovů (Galeotti et al. 2010). Poměr H/L jako 
ukazatel stresu je možné v některých případech nahradit hodnotou poměru granulocytů a lymfocytů 
(G/L). To je možné především u organismů, u nichž patří heterofily mezi nejpočetněji zastoupené 
granulocyty (Hoi-Leitner et al. 2001). Van Rijn a Reina (2010) ukázali, že hodnota poměru G/L může 
být použita jako spolehlivý indikátor střednědobého stresu u máčky australské. První skupině máček 
byla krev odebrána ihned po odchytu, druhá skupina byla vystavena působení stresu formou chycení 
v síti po dobu šesti hodin a poté až podrobena odběru krve. U druhé skupiny došlo k signifikantnímu 
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nárůstu hodnoty G/L (Van Rijn & Reina 2010). Stejně jako manipulační stres i déle trvající nepříznivé 
podmínky v chovech zvířat mohou poměry krevních leukocytů významně ovlivnit. Například studie 
prováděná na kuru domácím ukázala vyšší hladinu H/L, u slepic chovaných bez podestýlky a krmených 
granulovanou stravou než u slepic chovaných na slaměné podestýlce a krmených kašovitou stravou 
(El Lethey et al. 2000). To patrně souvisí s celkovou změnou fyziologie stresovaných zvířat. Slepice 
chované bez podestýlky totiž vykazovaly také zvýšenou míru vytrhávání peří, redukci počtu snášených 
vajec a nižší koncentraci protilátek v krvi. Mezi další stresové podněty způsobující zvýšení hodnot 
poměru H/L může patřit i zvýšená hladina hluku, což dokumentují výsledky studií prováděných na 
mláďatech lejska černohlavého (Tilgar et al. 2010) a rybkách koníčcích vzpřímených (Hippocampus 
erectus) umístěných do nádrže vystavené permanentnímu hluku (Anderson et al. 2011). 
Leukocytární poměry v krvi mohou být závislé i na potravním stresu. Dehnhard et al. (2011a) 
zabývající vlivem strádaní během hnízdní sezóny na zdravotní stav samců a samic u tučňáků skalních 
(Eudyptes chrysocome) ukázal, že poměr G/L odráží rozdíly v délce hladovění u samců a samic během 
hnízdního cyklu. Nejnižší hodnoty poměru G/L během péče o hnízdo byly u obou pohlaví zaznamenány 
v době, kdy ani jeden z rodičů už nezůstával permanentně u mláděte a místo toho se oba aktivně podíleli 
na krmení a nebyli tak vystaveni dlouhodobému hladovění (Dehnhard et al. 2011a). K podobným 
výsledkům dospěli i Hoi-Loiter et al. (2001) v komplexní studii prováděné na mláďatech zvonohlíka 
zahradního (Serinu serinus), kde množství potravních zdrojů ovlivňovalo nejrůznější aspekty imunitní 
funkce. Mláďata z hnízd na lokalitách s nedostatkem potravy měla vyšší poměr G/L než mláďata 
v hnízdech s dostatkem potravních zdrojů v okolí. Ačkoliv autoři zjišťovali změnu koncentrace γ-
globulinu v krevní plazmě (míra humorální imunitní odpovědi) po injekci ovčích červených krvinek 
a otokovou reakci patágia po aplikaci fytohemaglutininu (míra buněčné imunitní odpovědi), nebyla 
vyšetřována změna krevních parametrů po stimulaci imunity těmito antigeny. Z jejich výsledků tedy 
bohužel nelze vyvozovat žádné závěry o dynamické povaze změn poměrů leukocytů v periferní krvi 
během aktivace imunitní odpovědi. 
Přesto je zřejmé, že aktivace imunitní odpovědi ovlivňuje krevní leukocytární poměry (Norris 
& Evans 2000). Potvrzují to například práce zabývající se změnami krevního obrazu v důsledku 
parazitárních chorob. Mladí samci kura bankivského (Gallus gallus) infikovaní škrkavkami Ascaridia 
galli měli vyšší procento lymfocytů v rámci leukocytů v periferní krvi než nenakažení samci (Johnsen 
& Zuk 1998). Naproti tomu u skokana leopardího (Lithobates pipiens) byl zaznamenán zvýšený 
poměr H/L u jedinců nakažených Hepatozoonem ssp. oproti jedincům, kteří nakaženi nebyli (Shutler 
& Marcogliese 2011). Zdá se tedy, že změny hematologických poměrů jsou jednak specifické pro 
určitý druh parazita a patrně také pro daný druh hostitele. To by potvrzovalo i zjištění, že u příbuzného 
skokana křiklavého (Rana clamitans) nebyl v případě infekce stejným druhem krevního parazita 
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(Hepatozoon ssp.) pozorován žádný rozdíl mezi zvířaty parazitovanými a neparazitovanými (Shutler 
et al. 2009). Rozdíl v těchto rozdílných výsledcích může ovšem být také způsoben rozdílnou virulencí 
daného parazita pro oba druhy hostitele či působením dalších stresových podnětů, které nebyly do 
studie zahrnuty. Paraziti obecně snižují fitness svých hostitelů. Zdá se, že leukocytární krevní poměry 
by tedy mohly sloužit jako dobrý prediktor individuální fitness. Lobato et al. (2005) ve své studii 
prováděné na mláďatech lejsků černohlavých prokázali, že mláďata trpící čmelíky (Dermanyssus 
gallinoides) a lehká mláďata trpící podvýživou mají vyšší poměr H/L než zdravá, neparazitovaná 
mláďata. Mláďata s nízkým poměrem H/L měla ovšem také vyšší návratnost na hnízdiště v dalších 
letech, což naznačuje jejich lepší přežívání, a tedy i vyšší fitness. Lobato et al. (2005) proto navrhují 
využití hodnot poměru H/L jako prediktoru přežívání mláďat u altriciálních ptáků.
Konečně, leukocytární poměry v periferní krvi mohou odrážet také stres související s 
dlouhodobou fyzickou zátěží. Například Hõrak et al. (1998) zjistili zvýšení poměru H/L u dospělých 
ptáků sýkory koňadry (Parus major) jako odpověď na experimentální zvětšení snůšky. V průběhu 
pokusu došlo u experimentálních párů k poklesu absolutního počtu leukocytů, což autoři vysvětlili 
jako imunosupresi odpovídající zvýšenému reprodukčnímu úsilí (Horak et al. 1998). To potvrzují i 
výsledky Qwena a Moora (Owen & Moore 2006), kteří ukázali, že ptáci mají během jarní migrace, 
která je obvykle velice intenzivní a fyzicky náročná, vyšší poměr H/L než v době hnízdění či v době 
podzimní migrace.
Ne každá forma stresu ovšem musí nezbytně vyvolat odezvu v podobě změn H/L. Například 
výsledky Boonstra et al. (1998) dokládají, že stres způsobený zvýšeným predačním tlakem neměl u 
zajíce měnivého vliv na změnu hladinu neutrofilů a leukocytů. Podobně ne každá změna v poměru 
H/L musí být nutně důsledkem obecné stresové odpovědi. Určitá část variability mezi jedinci může 
být vysvětlena například jako důsledek ontogenetických změn v hematopoéze a vývoji imunitního 
systému. Například u faetonů červenoocasých (Phaeton rubricauda westralis) byly zjištěny rozdíly 
v poměru H/L mezi mláďaty a dospělými jedinci (Dehnhard et al. 2011b). Vyšší poměr H/L u mláďat 
je způsobem vyšším počtem heterofilů na 10 000 erytrocytů oproti dospělým jedincům. Naopak 
počet lymfocytů na 10 000 erytrocytů zůstává stejný u mladých i starších ptáků. Zvýšený počet 
heterofilů u mláďat vysvětlují autoři vyšší investicí mláďat s vyvíjejícím se imunitním systémem 
do nespecifických složek imunity, aby tak lépe uchránila svůj organismus před patogeny (Dehnhard 
et al. 2011b). Jelikož však poměr H/L u mláďat s rostoucím věkem rychle klesal, alternativním 
vysvětlením může být, že pozorovaný jev vyplývá z diferenciální migrace různých typů leukocytů do 
tkání v průběhu rané ontogeneze. Zásadním problémem podobných studií ovšem je vlastní metodika 
práce, která obsahuje závažné chyby. Velká část, ne-li většina ekologicky zaměřených prací využívá 
chybný protokol přípravy preparátů a jejich vyhodnocení. Jak bylo upozorněno výše, například 
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fixace krevních nátěrů metanolem snižuje správnost identifikace některých typů granulocytů a 
nahrazování absolutního počtu leukocytů počtem leukocytů na 10 000 erytrocytů vnáší do dat 
neuvažovanou variabilitu způsobenou variancí v absolutním počtu erytrocytů. Některé práce se pak 
dopouštějí ještě výraznějších metodických zjednodušení, která mohou ovlivnit kvalitu získaných 
výsledků. Například Qwen a Moor (Owen & Moore 2006)) stanovovali diferenciální počet heterofilů 
a lymfocytů jako počet heterofilů spočítaných na 100 zorných polí ku počtu lymfocytů na 100 
zorných polích, což vzhledem ke koncentraci těchto buněk znamená, že celkově byl počítán mnohem 
menší počet leukocytů než běžně používaných 100, buněk a tedy získaná data nutně vykazují i větší 





Hematologických metod, které jsou běžně používány v zoologických studiích je jen velice 
omezený počet. Jak bylo ukázáno v předchozích částech této práce, patří mezi ně především měření 
hodnoty hematokritu, koncentrace hemoglobinu, stanovování absolutního počtu erytrocytů a lymfocytů 
a diferenciálního počtu jednotlivých typů leukocytů, z něhož lze určit poměr heterofilů:leukocytům. 
Krev ovšem poskytuje i další informace, které jsou jen málokdy analyzovány. Například relativní počet 
imaturních erytrocytů v periferní krvi byl (podle mě dostupných zdrojů) stanovován pouze ve studiích 
Yamata et al (1996) a Carletona (2008) prováděných na volně žijících zvířatech. Přitom se patrně jedná 
o metodu s potenciálně zajímavým uplatněním. Imaturní erytrocyty se u druhů s jadernými erytrocyty 
uvolňují do periferní krve ve větším množství především v souvislosti se zrychlenou hematopoézou, 
např. po větší ztrátě krve (Campbell & Ellis 2007). Toho by bylo možno využít v zoologickém výzkumu 
pro stanovení aktuální rychlosti hematopoézy. K podobnému vyšetření lze využít i obyčejný krevní 
nátěr barvený diferenciálním barvením, který se rutinně připravuje pro stanovení diferenciálního počtu 
leukocytů. V praktické části své bakalářské práce jsem se proto rozhodla věnovat identifikaci znaků, 
které jsou s počtem imaturních erytrocytů korelovány. Jako modelový druh jsem si vybrala drobného 
pěvce hýla rudého (Carpodacus erythrinus). 
IV.2Metodika
V této studii byl použit vstupní materiál získaný v rámci projektu GAČR 206/06/0851, 
navrhovatel T. Albrecht. Vyšetřeno bylo padesát jedinců hýla rudého odchycených v letech 2005-
2009 ve Vltavském luhu u obce Želnava v Národním parku Šumava (podrobnější popis lokality viz 
Albrecht 2004). Ihned po odchytu byl vyšetřovaným jedincům odebrán vzorek cca 30 μl periferní krve 
z křídelní žíly, ze kterého byl přípraven krevní nátěr. Dále byli všichni ptáci morfometricky změřeni 
(délka běháku, přesnost 0,01mm; váha, přesnost 0,05g), bylo určeno jejich pohlaví a u samců byla 
fotograficky standardním způsobem zdokumentována míra ornamentace (viz Albrecht et al. 2009). 
Poté byli všichni jedinci bezprodleně vypuštěni. Barvení a vyšetření krevních nátěrů probíhalo později 
v laboratoři. Krevní nátěry byly obarveny diferenciálním barvením podle Pappenheima následujícím 
způsobem: 1) 3 min. barvení v koncentrovaném činidle May-Grünwald, 2) 2 min. barvení v činidle May-
Grünwald ředěném v poměru 1:1 s destilovanou vodou, 3) 15 min. barvení v  činidle Giemsa ředěním 
v poměru 1:40 s destilovanou vodou, 4) omytí nátěru destilovanou vodou a jeho sušení. Diferenciální 
počet leukocytů byl stanoven M. Vinklerem, který provedl i vyšetření nátěru na přítomnost krevních 
parazitů rodu Haemoproteus (viz Vinkler et al. 2010b). Vyhodnocení digitálních fotografií ornamentů 
bylo provedeno J. Schnitzerem (viz Albrecht et al. 2009).
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Má práce se skládala z vyhotovení digitálních snímků pěti náhodně vybraných míst z každého 
krevního nátěru pod imerzním objektivem se 100x zvětšením. Na těchto snímcích bylo zachyceno 
cca 1000-2000 erytrocytů na jedince. Fotografie byly dále softwarově upraveny na černobílý formát 
v programu Corel PHOTO-PAINT X3. Z takto upravených snímků byl automaticky stanoven celkový 
počet erytrocytů v programu Image J. V tomtéž programu pak byly na původních snímcích manuálně 
identifikovány a spočítány všechny imaturní erytrocyty. 
Statistické zpracování výsledků provedl T. Albrecht pomocí metody zobecněných lineárních 
modelů v softwaru R 2.12.1.; model 1, n=50: vysvětlovaná proměnná: frekvence imaturních 
erytrocytů; vysvětlující proměnné: pohlaví, standardizovaná hmotnost, poměr heterofilů:lymfocytům 
v krvi, procento bazofilů v krvi, infekce krevními parazity rodu Haemoproteus, interakce pohlaví:
velikost, pohlaví: standardizovaná hmotnost, pohlaví:infekce krevními parazity rodu Haemoproteus, 
pohlaví:poměr heterofilů:lymfocytům v krvi a pohlaví: procento bazofilů v krvi, náhodný efekt: rok; 
model 2 pouze pro dospělé samce, n=30: vysvětlovaná proměnná: frekvence imaturních erytrocytů; 
vysvětlující proměnné: délka běháku, standardizovaná hmotnost, procento bazofilů v krvi, barva, 
sytost, jas, infekce krevními parazity rodu Haemoproteus, náhodný efekt: rok. 
IV.3Výsledky a diskuse
Použitá metoda stanovení imaturního počtu erytrocytů byla vysoce opakovatelná (repeatabilita 
určená na vzorku 10 ex byla r=0,93). Výsledky analýzy ukázaly, že relativní zastoupení imaturních 
erytrocytů v krvi hýla rudého je ve vztahu s relativní hmotností a relativním počtem bazofilů v 
periferní krvi, a to odlišně u samců a u samic (viz tabulka 1 s minimálním adekvátním modelem). V 
separátním modelu byla u samic zjištěna negativní korelace mezi procentem imaturních erytrocytů a 
relativní hmotností (DF=15; t=-2.715530;  p=0.0160) (viz Obr 1), zatímco u samců takovýto vztah 
patrný nebyl. Naopak v separátním modelu u samců byl nalezen signifikantní vztah mezi relativní 
četností imaturních erytrocytů a frekvencí bazofilů v krvi (DF=24; t=-3.987307; p<0.001)(viz Obr 2), 
který nebyl prokázán u samic. Nebyl nalezen žádný signifikantní vztah imaturních erytrocytů k barvě 
ornamentace u dospělých samců. 
Oproti obdobné studii na hýlovi rudém (Vinkler et al. 2010b) nebyl zjištěn žádný vztah početnosti 
imaturních erytrocytů k velikosti těla jedince. To může souviset s relativně vysokou heterogenitou 
vzorku použitého v této práci, která podobný efekt překryla. Naproti tomu vztah k relativní hmotnosti 
zjištěný u samic by mohl naznačovat vztah s kondicí jedince. Jelikož byl trend tohoto vztahu negativní, 
lze usuzovat na pomalejší erytropoézu u samic v relativně lepší kondici. Podobně i výsledky získané 
u samců naznačují, že zdravější samci mají pomalejší krvetvorbu. Bazofily jsou buňkami účastnícími 
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se u ptáků rychlé prozánětlivé odpovědi (Martin et al. 2006; Maxwell & Robertson 1995; Vinkler et 
al. 2010a). U ptáků se patrně účastní také obrany těla proti krevním parazitům rodu Haemoproteus 
(Garvin et al. 2003). Negativní korelace mezi zastoupením imaturních erytrocytů a frekvencí bazofilů 
v krvi tedy naznačuje zpomalení krvetvorby u jedinců v horším zdravotním stavu. Přímý vliv ptačí 
malárie je však nepravděpodobný, neboť jej statistická analýza nepotvrdila. 
směrnice ± SE df t p
Standardizovaná hmotnost -3.57 ± 0.93 41 -3.85 <0.001
Pohlaví  4.25 ± 1.28 41 -3.31  0.002
Dif. počet bazofilů  0.01 ± 0.01 41  1.41  0.165
Standardizovaná hmotnost:Pohlaví  4.54 ± 1.24 41  3.67 <0.001
Pohlaví:Dif. počet bazofilů -0.02 ± 0.01 41 -2.54  0.015
Tabulka 1: Minimální adekvátní model pro vztah mezi diferenciálním počtem imatruních 
erytrocytů v krvi a kondičně-závislými znaky u hýla rudého. 
Obr. 1.: Vztah mezi diferenciálním počtem imaturních erytrocytů a standardizovanou hmotností 
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Obr. 2.: Vztah mezi diferenciálním počtem imaturních erytrocytů a diferenciálním počtem 
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IV.4 Závěr
Z výsledků této pilotní studie tedy vyplývá, že vyšetření relativního zastoupení imaturních 
erytrocytů je potenciálně zajímavé pro posuzovaní zdravotního stavu a kvality zvířat. Jeho velkou 
výhodou je relativní technická i finanční nenáročnost, která umožňuje využití této metody v terénním 
výzkumu. Další výhodou je možnost dodatečného vyhodnocení již nasbíraného materiálu, a to i po 




Hematologické metody diskutované v této práci patří mezi běžně používané postupy v mnoha 
zoologických odvětvích od živočišné fyziologie a etologie, přes ekologii živočichů a imunologii až 
po diagnostické aplikace ve veterinární medicíně. Využití většiny těchto metod je relativně finančně 
nenáročné a mnohdy k němu stačí světelný mikroskop a mikroskopická podložní skla. U některých 
těchto postupů je nezbytné vyhodnotit odebranou krev v krátkém časovém úseku (hematokrit, absolutní 
počet krevních buněk stanovovaný pomocí hemocytometru), zatímco jiné umožňují vyhodnocení i po 
několika letech od vyhotovení preparátu (diferenciální počet leukocytů či imaturních erytrocytů). 
Některé z těchto metod jsou časově nenáročné (hematokrit) a jiné nejen že jsou časově náročné, ale 
vyžadují i určitou praxi a zkušenost pro standardizaci výsledků (diferenciální počet leukocytů). Mezi 
časově nejnáročnější z popisovaných hematologických metod patří patrně manuální stanovování 
absolutního počtu erytrocytů a leukocytů. Zatímco u některých skupin živočichů (savci) se již podařilo 
tyto časově náročné techniky nahradit automatickými přístrojovými analýzami, u ostatních skupin to 
prozatím možné není (většina druhů ptáků, plazů, obojživelníků i ryb). 
Výsledky získané hematologickými metodami jsou obvykle dávány do vztahu se zdravím 
a kondicí vyšetřovaného zvířete. Přes nenáročnost většiny procedur se ovšem mnoho zoologů v 
hematologii dopouští metodologického i interpretačního zjednodušování, které může vést k nepřesným 
výsledkům a mylným závěrům. Většina krevních parametrů je ovlivněna velkým počtem proximálních 
i ultimátních faktorů. Proto, bohužel, výsledky hematologických metod ve většině případů nejsou 
jednoznačné. Poměry některých krevních elementů se mohou působením nejrůznějších stresových 
podnětů během několika málo minut změnit, stejně jako mohou odrážet nutriční stav zvířete, zvýšenou 
fyzickou aktivitu či probíhající parazitární infekci. Riziko dezinterpretace získaných výsledků je tedy 
poměrně vysoké a je potřeba dodatečných informací o celkovém fyziologickém stavu zvířete k tomu, 
aby mohly být výsledky považovány za směrodatné. V laboratorních podmínkách lze z velké části 
zamezit vlivu většiny rušivých faktorů, kterým se však nelze vyhnout v případě studií zabývajících 
se volně žijícími živočichy. V terénním výzkumu je tedy možné výsledky hematologických metod 
považovat především za pomocné postupy, které sice mohou vést k identifikaci potencionálně 
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